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Abstract  

Purpose: The aim of this study was to evaluate the effect of different modifications of sequential synthetic 

oviductal fluid (SOF) culture system on developmental competence of in vitro matured/fertilized cattle 

embryos.  

Materials and Methods: Bovine oocytes were matured and fertilized in vitro and then presumptive zygotes 

were randomly cultured for up to 9 days in different modifications of SOF culture system to consider the 

effects of glucose, serum and EDTA on embryo development. 

Results: All the embryo culture systems were efficient to support bovine embryo development till blastocyst 

stage. There was no significant difference in the ratios of embryos; however, the ratios of blastocyst and also 

hatchability of embryos cultured in SOF C (51.3%, 43.0% and 83.8%, respectively) were significantly higher 

than those of all the other SOF groups. Furthermore, while glucose had a partial improving effect on embryo 

development, a significant decrease in embryo development beyond the morula stage was observed in 

embryos cultured in SOF system with initial supplementation of EDTA compared with all the other groups. 

Conclusion: It was concluded that appropriate modifications of SOF culture systems can result in 

significantly great in vitro embryo development.  
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  چكيده
  اوهاي گ نبر توان تكوين آزمايشگاهي جني SOF  (synthetic oviductal fluid) ارزيابي اثر اصلاحات مختلف محيط كشت :هدف

 حاصـل از  هـاي    روز در محـيط 9طور تصادفي براي مـدت   ههاي گاو پس از انجام بلوغ و لقاح آزمايشگاهي ب  اووسيت :ها مواد و روش  
  . كشت داده شدندEDTA گلوكز، سرم و  آثاربررسيبراي  SOFاصلاحات محيط 

ا اين وجود، ميـزان تكـوين بلاستوسيـست و شـكوفايي     ب. داري با يكديگر نداشت هاي مختلف تفاوت معني    ژگروه    صد كليوا  در :ها يافته
از طرفي گلوكز داراي اثر بهبود . ها بود ديگر گروهاز داري بالاتر  طور معني هب) 8/83 و 0/43، 3/51ترتيب  به (SOF C گروه 8 و 7روز 

  . شدندها ن كشت باعث كاهش چشمگير تكوين جني طي مرحله اوليهEDTAنسبي و همچنين 
خواهد ن  منجر به افزايش چشمگير تكوين جني      SOFاصلاحات مناسب در سيستم كشت متوالي       اد كه    نتايج حاصل نشان د    :گيري نتيجه
  .شد
  

  ، سرمSOF گاو، هاي  تكوين آزمايشگاهي گاو، زيگوت :ها  واژهكليد
  

  مقدمه
  1981اولين گوسـاله حاصـل از لقـاح آزمايـشگاهي در سـال              

  از . ]1[ ان متولــد شــدو همكــار) Brackett( توســط براكــت 
  

ــه  ــلولي  : آدرس مكاتبـ ــوم سـ ــاتي علـ ــاه تحقيقـ ــفهان، پايگـ ــران، اصـ   ايـ
  شناســـي،  اصــفهان، پژوهـــشكده رويـــان جهـــاد دانـــشگاهي، گـــروه جنـــين 

  :mh_nasr@med.mui.ac.irE-mail  19395 -4644 صندوق پستي 
  

ــوغ آ ــدهاي بل ــود رون ــشگاهيبهب ــاح آزماي ــشگاهي و لق   زماي
 )In Vitro Maturation/In Vitro Fertilization :IVM/IVF (

 ـ      اووسيت    حاصـل  هـاي     زيگـوت  شگاهيها و نيز كـشت آزماي
)In Vitro Culture IVC:( بـا ايـن وجـود    .اسـت شـده   انجام 

 آزمايشگاهي قابـل انتقـال حـدود        هاي    ميزان نهايي توليد جنين   
تر از ميانگين ارقـام  ه هنوز بسيار پايين  ك  درصد است  40 تا   30
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 تلقـيح مـصنوعي     در زمينه استحصال جنـين بـا روش       موجود   
اغلب نظر   به. استسوپراووله شده و فلاشينگ رحمي       هاي دام

 هـاي      چشمگير كيفيـت جنـين     اختلافمهمترين علت    محققين
 از عـدم  ناشـي  )in vivo( و طبيعـي  )in vitro( آزمايـشگاهي 

 كـشت آزمايـشگاهي در       بلـوغ و   هـاي      محيط كفايت شرايط و  
  .استمقايسه با شرايط طبيعي كشت جنين 

ــه TCM199كــشت تجــاري  محــيط 1960ســال از  ــوان ب  عن
 كـه    كشت جنين پستانداران بـود      محيط مهمترين و معمولترين  

تحقيقـاتي  ي  هـا  در حال حاضر هم بعضي از آزمايشگاه      اگرچه  
 BSAافـزودن سـرم،     تمايل به استفاده از اين محيط كشت با         م

(Bovine Serum Albumin)  هـستند فاكتورهاي رشدو ساير  ،
در اين محـيط   پستانداران هاي  ولي ميزان تكوين بلاستوسيست   

 براينان ـ، ب ]2[ خواهـد بـود    درصد   40 تا   30به ندرت بيش از     
 هـاي     ده از سـلول    بـا اسـتفا    كـشتي   هـم  هـاي     استفاده از سيستم  

 اويـداكتي، گرانولـوزا،   هـاي  لسـلو از قبيل (حمايتي سوماتيك   
BRL (  در صـد   دست آوردن     به  براي  ناگزير يك جزء افزودني

  . ]2-7[ دوش ميگرفته  نظر قابل قبول بلاستوسيست در
 در محـيط    كشتي  هم هاي  سلولمزاياي فراوان حضور    با وجود   

 اسـت  به محيط كشت يك امر پرهزينه      ها  سلولافزودن   شت،ك
 را  فونت جنين با عوامل ويروسي    عكه احتمال ايجاد آلودگي و      

ابراين طـي دو دهـه اخيـر تمايـل          بن. ]5-7 [ همراه دارد ه  نيز ب 
 و  كـشتي   هـم تم   سوماتيك از سيس   هاي  سلولكلي براي حذف    

تهيـه و سـاخت توسـط       براي  ملاً باز معين     كا هاي    توليد فرمول 
اين راسـتا   در  . ]8 و 4،  3 [  آمد وجود  بهخود پرسنل آزمايشگاه    

  كـرده  ارايـه  كشت جنـين را      هاي  لاع مختلف فرمو  ن انو يقمحق
  ،)SOF) Synthetic Oviductal Fluid هـا  آن كـه از جملـه   اند 

(K Simplified Oviductal Medium) KSOM ،(Charles 

Ronsenkrans) CR1aaه با عنوان  تجاري شدهاي   و نيز محيط
G1/G2 ،CR2aa 9-11 [ است[.   

  دهنـده  ارايـه محققـين   نظر    ه ها ب  ولاگرچه هر كدام از اين فرم     
 SOF ولي محيط    استترين تركيب موجود       كامل ،ها  آنمول  فر

 كه تكرار پذيري    استترين تركيب    ترين و معمول   در واقع مهم  
 مختلف، بيشترين اتفاق نظر هاي نتايج آن در مقالات و گزارش  

  .)]11 و 9[ را دارد

  

 بـر   SOFكه محـيط     اينبا وجود    آن است كه     قابل توجه   نكته
مبناي آناليز مايع درون لوله اويداكت كه محل طبيعـي تكـوين            

 ـ طراحـي و ارا    اسـت زيگوت تا مرحله بلاستوسيست      ده ش ـه  ي
موجـود   SOF هـاي    بين فرمول  زيادي هاي    ، تفاوت ]11 [ است
اثـر افـزودن    مختلفي در مورد    هاي    گزارش به نحوي كه     ،است

 نيــز ، گلــوكز وBSA ســرم،  ،EDTAمــواد از جملــه بعــضي 
كه بررسـي    فاكتورهاي رشد در مراحل مختلف آن وجود دارد       

  .]11 [ است را غيرممكن نمودهن اثر عوامل مختلف دقيق بي
هاي محيط كشت سرم جنين گاو       ترين افزودني   يكي از معمول  

FCS از .  آن وجود دارد   آثار زمينه   در كه مقالات متعددي     است
قابـل متابوليـسم    انـرژي   سوي ديگر گلوكز به عنوان جزء مهم        

است ولي ميـزان تـداخل      شده  جنين هاي آزمايشگاهي معرفي     
 ـ         يژاثر انر  .  اسـت  شدهزايي سرم وگلوكز به درستي بررسـي  ن

EDTA       نيز يك جزء ديگر محيط SOF    ساير محيط هاي    و نيز
سودمند يا مـضر آن هنـوز       آثار  د  ور كه بحث در م    استكشت  

  .]11 و8، 2، 1 [ ادامه دارد
شناسـي و تكنولـوژي توليـد جنـين           جنـين  انـش داز آنجا كـه     

 جـدي يافتـه و      هآزمايشگاهي در كشور ما در دهه اخير توسـع        
 تجـاري كـه     هـاي      گزاف تهيه محـيط    هاي    نيز با توجه به هزينه    

نـد،  ك  ايجاد مـي   كشتي  هم را در شرايط     نتايج نه چندان مناسبي   
 SOF متـوالي از      مشخص  يك فرمول  ارايه برايمطالعه حاضر   

عه اثر  همچنين در اين مطال   .  طراحي شد  كشتي  همنياز به   بدون  
 سرم، گلوكز در مراحل      ،EDTAهاي مختلف از جمله      افزودني

  .شدگاو بررسي  هاي  مختلف كشت جنين
  

  ها مواد و روش
جز موارد ذكـر شـده از شـركت سـيگما            هتمام مواد شيميايي ب   
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)Sigma Louis , MO, USA (تهيه شد .  
  

  م بلوغ آزمايشگاهيا و انجاه استحصال اووسيت
ي گـاو از يـك كـشتارگاه        هـا   نا تخمد ،بلافاصله بعد از كشتار   

ــي جمــع ــالين   محل ــال س ــول نرم   د درصــ9/0آوري و در محل
ــانتي 35-30( ــه س ــراد  درج ــك    )گ ــي بيوتي ــاوي آنت ــه ح   ك
)penicillin 100 IU/ml, streptomycin 100 μg/ml(   بـود بـه 

 هـاي   سـلول  هاي    ايشگاه توده در آزم . آزمايشگاه انتقال داده شد   
بـا سـايز    شفاف هاي لاز فوليكو )COCs(اووسيت -كومولوس

mm 8-2توسط سرنگ  ml 10 بـار    يـك 18 با سر سوزن گوژ
 Heparin H-TCM+10% FCS + 300 IU/mlمصرف حـاوي  

 COCسـپس . آسـپيره شـدند  گراد درجه سـانتي  5/38 در دماي
حاطه شـده بـا     هايي كه حاوي سيتوپلاسم گرانوله يكنواخت ا      

 انتخاب و پـس از      ، كومولوس بودند  يها  سلولبيش از دو لايه     
 بـه محـيط بلــوغ   FCS 10%+ H-TCM سـه بـار شستـشو در   

TCM199 حـاوي FCS, HMG(0.1 IU/ml), 17β- Estradiol 

(1 μg/ml) 10% انجــام بلــوغ هــر بــراي. انتقــال داده شــدند  
 5 COCدرون يــك قطــره   μl100 كــشتي هــم بلــوغ حــاوي 

بلوغ آزمايشگاهي در شـرايط     .  قرار گرفتند   ورو بود  هاي  لسلو
  درصدCO2  5و گراد درجه سانتي 5/38حداكثر رطوبت، دماي 

  .]Labotect C200, Germany( ]4(انجام گرفت 
  

  آماده سازي اسپرم و انجام لقاح آزمايشگاهي
منجمـد دو گـاو      مايع منـي   هاي  لدر سراسر اين مطالعه از ويا     

صـورت تجـاري موجـود بـود         وري بالا كـه بـه     هلشتاين با بار  
ــتفاده  ــاس ــراي. دش ــام  ب ــشو IVFانج ــار شست ــس از دو ب   ، پ

 COC    200 هاي   تايي به قطره30 تا  25 هاي     هاي بالغ در گروه 
 منتقـل   ميكروليتري محيط لقاح پوشيده شده با روغـن مينـرال         

  .شدند
ــشكل از   ــاح مت ــيط لق  NaCl (114MM), NaH2PO4 مح

(0.39MM), Na-Lactate (13.3MM), CaCl2 (2MM), 

MgCl2 (0.5 MM), Na-Pyrovate (0.2 MM), Penicillin 
(50 IU/ ml), Sterptomycin (50 μg/ml), NaHCO3 
(25MM), Heparin (10 μg/ml), Penicillamine (20 μM), 
Hypotaurine (10Μm), Epinephrine (1 μM) , BSA 

(6mg/ml)بود .   
 هـاي   ، اسپرمگراد  درجه سانتي37آبدر  مايع منيپس از ذوب    

 جدا سـازي شـده و در        swim-up روشمتحرك با استفاده از     
.  لقـاح افـزوده شـدند      هـاي      به قطره  ml/106 × 1غلظت نهايي   

  ساعت در شرايط   20ها براي مدت     يتمجموعه اسپرم و اووس   
و رطوبـت مـاكزيمم       درصـد  CO2 5،  گـراد    درجه سانتي  5/38

  .]12 [انكوبه شدند
  

  ها ح آزمايش كشت آزمايشگاهي جنينرط
 هاي    در اووسيت ) pronucleus(ها   از آنجا كه ديدن پيش هسته     

گاو به دليل گرانولاسيون فوق العاده سيتوپلاسـم امكـان پـذير            
 هاي   احتمالي حاصل از لقاح اووسيت   هاي    ، تمام زيگوت  ستين
  ع خـود برهنـه    ست ـ كومولـوس م   هـاي   سـلول  از توده    لغ شده با

ــشو، اووســيت  وشــدند ــا هــاي  پــس از شست ــره شــده ي    دژن
 احتمـالي  هاي   زيگوت سايردر حال دژنراسيون حذف و سپس   

  ،SOF) SOF E ،SOF D گروه آزمايـشي  5طور تصادفي در  هب
SOF C ،SOF B و SOF A (1 شـكل  الگوي شماتيك مطابق 

   .به شرح زير كشت داده شدند
  

شت متـوالي   اثر افزودن گلوكز در مقطـع دوم ك ـ        ؛1آزمايش  
)SOF (گاو هاي  جنين )SOF A vs. SOF B:( سه تكـرار،  طي 

 گـروه آزمايـشي   دو اتفـاقي در   طور  به فرضي گاو    هاي    زيگوت
SOF Aو  SOF B در .  روز كــشت داده شــدند9 بــه مــدت

ــا گــروه     حــاويSOF B، محــيط كــشت SOF Aمقايــسه ب
 mM 5/1 دوم كشت جنيني بود فازطي گلوكز .  

  
 در مقطع اوليـه كـشت متـوالي         FCS افزودن   اثر ؛2آزمايش  

)SOF (گاو هاي  جنين )SOF B vs. SOF C:(   ،در اين آزمـون
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 SOF C  وSOF B گروه آزمايـشي  دو فرضي در هاي  زيگوت
، SOF Bدر مقايسه با گـروه  .  روز كشت داده شدند9به مدت 

سـرم طـي     درصـد 10 حاوي مقـدار  SOF C گروه هاي  جنين
  .  بودنددوره اول كشت جنين

  
 در مقطع اوليه كشت متـوالي       EDTAاثر افزودن    ؛3آزمايش  

)SOF (گاوهاي  جنين  ) SOF D vs. SOF B:(  بررسـي  بـراي 
 گـاو،   هـاي      بر تكوين آزمايشگاهي جنـين     EDTAاثر احتمالي   

 بـه مـدت سـه    SOF D كشت داده شده در گروه هاي  زيگوت
ط  كشت داده شدند و سـپس در شـراي         EDTAروز در حضور    
  . روز كشت داده شدند5 به مدت SOF Bمشابه با گروه 

  
 و سـرم در مقطـع       EDTAاثر افـزودن همزمـان       ؛4آزمايش  

ــوالي   ــشت متــ ــه كــ ــين) SOF(اوليــ ــاي  جنــ ــاو هــ    گــ
)SOF E vs. SOF Dو SOF E vs. SOF B:(  در اين آزمون اثر

 و سرم در مقطع اوليه كشت جنين بـر          EDTAحضور همزمان   
 براي همچنين   .دش گاو بررسي    هاي    نينتكوين آزمايشگاهي ج  

، ميزان تكوين آزمايشگاهي گروه     FCS و   EDTAتبين بهتر اثر    
SOF E  كه ناشي از حضور تـوام EDTA و FCS  در فـاز اول 

 كـه فاقـد هـر دو فـاكتور در     SOF Bكشت جنين بود با گروه 
 در فـاز  EDTA كه واجـد تنهـا   SOF Dمرحله اول بود و نيز 
  . دش مقايسه اول كشت جنين بود

   فرضــيهــاي  مقايــسه نحــوه تكــوين زيگــوت ؛5آزمــايش 
ــشت داد ــيط  كـ ــشت متـــوالي هـــاي  ه شـــده در محـ    كـ

 )SOF A vs. SOF B vs. SOF C vs. SOF D vs. SOF E:( 
 IVF حاصـل از     هاي     نتايج كلي تكوين زيگوت    ن آزمون طي اي 

 كـشت   SOF هاي     گاو كه در انواع مختلف محيط      هاي    اووسيت
  .دشدنبا يكديگر مقايسه ) 1 شكل(ه بود داده شد

  جنـين در يـك قطـره    5هاي آزمايشي تعـداد   در تمامي گروه

μ150   هـاي احتمـالي در      ت تمـام زيگـو    .رار داده شـد   قكشت

، گـراد    درجـه سـانتي    5/38، دمـاي    رطوبـت   درصد 90شرايط  
CO2 5 درصد   ،O2 5 در سرتاسـر    .كـشت داده شـدند      درصد

ــا  ــر دو روز يكب ــشت، ه ــيندوره ك ــش  ر جن ــه دي ــا ب ــاي  ه    ه
انتقال  ايشي مربوط  گروه آزم   مطابق حاوي محيط كشت جديد   

  .داده شدند
طراحـي شـده در ايـن     SOF محيط پايه    كامل  فرمول 1جدول  
 مطـابق بـا محـيط       SOFمحـيط پايـه     . دهد را نشان مي  مطالعه  

   و همكـــاران در (Tervit)  ترويـــتطراحـــي شـــده توســـط
ــا] 13 [1972ســال  ــه محــيط ت اضــافه شــدتهيــه و تركيب   ه ب

  سترده موجـود در ايـن زمينـه انجـام          گپايه براساس تحقيقات    
  .]14-19 و8، 4[شد 

  
   طراحــي شــده درSOF فرمــول كامــل محــيط پايــه متــوالي  .1جــدول 

  مطالعه حاضر

 ميزان مورد نياز نوع ماده

NaCL 29/6  gm 

KCL 534/0  gm 

KH2PO4 162/0  gm 

Mg SO4. 7H2O 182/0 gm 

Na – Lactate (L-7900) 600 μl 

Analar Water 4/94  ml 

Analar Water 20 ml 

Na – Pyrovate 16/0  gm 

Analar Water 20 ml 

CaCl2, 2H2O 524/0  gm 

Analar Water 5/78  ml 

Na – Tri – Citrate 01/0  gm 

Mg – Inositol 05/0  gm 

Na – HCO3 21/0  gm 

Stock A 10 ml 

Stock B 1 ml 

Stock C 1 ml 

BME (50X)(EAA) 3 ml 

MEM (100X)(NEAA) 1 ml 

Glutamine (200mm) L-Glx 100 μl 

BSA (Fraction V) 1 gm 
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  ها ارزيابي جنين
روز (  روزه 8 -9احتمالي براي يـك دوره   هاي    تمامي زيگوت 

 CO2 5،  گراد   درجه سانتي  38/و در شرايط  ) روز صفر   = لقاح  
. كـشت داده شـدند      درصد 90بت   و رطو   درصد O2 5،  درصد

صورت تسهيم يافتـه     هبار ب   ساعت يك  48ها هر    پيشرفت جنين 
)cleaved(   رولا، بلاستوسيست اوليه، متـسع    ، م  سلولي 8-16و 

  .دش ثبت  شكوفا و شكوفاييدر حال
  

  آناليز آماري
 كـشت داده  هاي    جنين هاي    مقايسه آماري درصد پيشرفت    براي

ــشي،    ــروه آزماي ــر گ ــده در ه ــه  ش ــواردي ك ــايج ازدر م   نت
ــي   ــي طبيع ــال منحن ــود نرم ــارج ب ــاري    خ ــون آم ــا آزم    ب

انجـام  SAS  (Ver 16.0)وسيله نرم افـزار   هب ) DMRT(دانكن 
 و در مواردي كه داده ها نرمال نبودند بـه كمـك تبـديل          شدند

Yi = sqrt (Xi + 0.5)هـا  آنده و نرمال بـودن   شها تبديل  داده 
سپس تجزيه واريـانس و مقايـسه   و د  شييد  أ ت 001/0در سطح   

  .شد تبديل شده انجام هاي  ميانگين روي داده

  ها يافته
آوري شده از كـشتارگاه،      جمع تخمدان گاو     عدد 220 از تعداد 
 1550كـه تعـداد   د  ش ـ نابالغ استحصال    COC عدد   1760 تعداد
پـس  . انجام بلوغ آزمايشگاهي كشت داده شـد       براي ها  آنعدد  

زيگـوت فرضـي   عدد   1447 گاهي، تعداد از انجام لقاح آزمايش   
 كـشت   1 شكلرح آزمايشي    گروه آزمايشگاهي مطابق ط    5در  

  .داده شد
 كـشت   هـاي      نتايج كلي مقايسه آماري تكوين جنـين       2جدول  

مختلف كشت آزمايشگاهي داده شده در هر گروه را در مقاطع       
  دهد نشان مي

  
 اثر حـضور گلـوكز در فـاز دوم كـشت متـوالي              ؛1آزمايش  

)SOF (    بر ميزان تكـوين آزمايـشي جنـين)SOF A vs. SOF 

B(: احتمـالي گلـوكز بـر    آثـار   بررسـي بـراي مايش زدر اين آ 
بـه مقطـع دوم     مولار ميلـي  5/1تكوين جنيني، گلوكز به مقـدار       

   .دشكشت جنيني افزوده 

  
  . كشت  داده شدند SOFهاي مختلف  هاي گاو كه در سيستم   اووسيتIVFهاي حاصل از   ميزان تكوين زيگوت. 2جدول 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ها در مراحل پيشرفت جنين )درصد( تعداد
تعداد 
 ها زيگوت

هاي  گروه
 درماني

   كليواژ مرولا بلاستوسيست بلاستوسيست شكوفايي

     7روز  8روز  

)7/40(11 bc )7/13(27 b )2/17(34 b )0/33(65 b )8/58(197 ab 335 SOF A 

)2/48(14 bc )0/17(29 bd )7/24(42 b )3/21(36 b 0)6/56(17 ab 259 SOF B 

)8/83(26 a )0/43(31 a )3/51(37 a )7/59(43 a )1/46(72 b 156 SOF C 

)4/38(5 bc )4/6(13 c )3/7(15 c )6/54(111 ab )7/69(203 ab 291 SOF D 

)2/27(3 cd )3/10(11 cd )6/6(7 c )7/53(57 ab )5/56(106 ab 184 SOF E 

  )p≤0.05(دار نيستند  ك از نظر آماري معنيهاي با حداقل يك حرف مشتر  در هر ستون، داده
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Treatment 
Groups 

  
IVP Days 

 
-1 0  1 2 3 4-5 6-8 8-10 

IVM IVF  18 hs (Pi) Pz Cleavage 8-16 cells Morula Blastulation Hatching 

 

 

 

 
 

  

  SOF A Basic SOF Basic SOF + FCS  

  SOF B Basic SOF Basic SOF + FCS + GLC  

  SOF C Basic SOF + FCS Basic SOF + FCS + GLC  

  SOF D Basic SOF + EDTA Basic SOF + FCS + GLC  

  SOF E Basic SOF + EDTA + FCS Basic SOF + FCS + GLC  
  

  . گروه كشت داده شدند5بلوغ و لقاح آزمايشگاهي مطابق طرح شماتيك در اووسيت هاي نابالغ پس از انجام : طرح شماتيك الگوي كشت آزمايشگاهي زيگوت هاي گاو :1 شكل
IVM: In Vitro Maturation         IVF: In Vitro Fertilization      Pz: Presumptive zygotes     SOF: Synthetic Oviductal fluid    
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و همچنـين ميـزان     ) كليـواژ (اگرچه ميزان تسهيم اوليه جنينـي       
ها طي مقاطع مختلف تكـوين آزمايـشگاهي در           جنينپيشرفت  
داري را نـشان نـداد    تفاوت معني SOF B و SOF Aدو گروه 

 آن است كه حضور گلوكز در       قابل توجه ولي نكته   ) 1جدول  (
فــاز دوم كــشت جنينــي ســبب بهبــود نــسبي ميــزان تكــوين  

هـاي     جنينشكوفاييبلاستوسيست روز هفتم و هشتم و ميزان     
(  دش ـ SOF Aاوي گلوكز در مقايسه با گروه  حSOF Bگروه 

و  7/13،  2/17 درصـد در مقابـل       2/48،  0/17،  7/24به ترتيب   
  ).  درصد7/40
  

 اثــر حــضور ســرم در فــاز اول كــشت متــوالي ؛2آزمــايش 
)SOF ( بر ميزان تكوين آزمايشگاهي جنين)SOF C vs. SOF 

B( :        به فاز اول كشت    درصد10 طي اين آزمون، سرم به ميزان  
 تكـوين  بـا نتـايج   اضـافه  و  SOF Cهـاي گـروه     متوالي جنين

. دش ـمقايـسه  ) SOF B (1جنيني در گروه فاقد سـرم در فـاز   
 به روشني بيانگر آن است كه اگرچه        2نتايج حاصل در جدول     

 SOF C) 1/46گـروه   هـاي   در حضور سرم ميزان كليواژ جنين
 6/65 (SOF Bبـه گـروه    داري نسبت طور غيرمعني به) درصد
كاهش يافته ولي ميزان تكوين مـرولا، بلاستوسيـست          ) درصد

 گـروه    از هاي حاصل      جنين شكوفاييروز هفتم و هشتم و نيز       
SOF Cگـروه  بـه  داري بـالاتر از مقـادير مربـوط    طور معني  به  
SOF B در  درصـد 3/83، 0/43، 3/51، 7/59به ترتيب ( است 

  ). درصد2/48 و 0/17، 7/24، 3/21مقابل 
  

 در فـاز اول كـشت متـوالي         EDTAاثر حـضور     ؛3يش  آزما
)SOF ( بر ميزان تكوين آزمايشگاهي جنين)SOF D vs. SOF B :(

 مفيـد احتمـالي گـزارش شـده در مـورد حـضور             آثار تبين   براي
EDTA          هـاي      در فاز اول كشت متوالي بر ميزان تكوين جنـين 
ــل ــوت،حاص ــاي   زيگ ــل از ه ــشت  IVF حاص ــيط ك    در مح

عدم حضور  و) SOF D(در حضور ) basic SOF(متوالي پايه 

)SOF B( EDTAنـشانگر  2نتايج جـدول  .  كشت داده شدند 
   EDTAآن است كـه ميـزان تـسهيم اوليـه جنينـي در حـضور           

SOF D) ()7/69نسبي بالاتر از گـروه  طور به)  درصد SOF B 
 طـور  به SOF Dرولا در گروه و ميزان تكوين م)  درصد6/65(

) 3/21٪ (SOF Bبالاتر از گروه )  درصد6/54(كاملاً معني دار 
 نتايج تكـوين بلاستوسيـست روز هفـتم و          وجود با اين    .است

   EDTA كــشت داده شــده در حــضور هــاي  هــشتم زيگــوت
)SOF D) (3/7 تر  داري پايين  كاملاً معنيطور به)  درصد4/6 و

نظـر    بـه بنـابراين . بـود )  درصد0/17 وSOF B) 7/24از گروه 
  طـي مراحـل اوليـه كـشت جنينـي          EDTAاگرچه  رسد كه    مي

كند ولي ميزان توليـد      مناسبي را در كشت جنين ايفا مي       اثرهاي
  .يابد كاهش ميشدت  ها به بلاستوسيست اين زيگوت

  
 و سـرم در فـاز اول        EDTAاثـر حـضور تـوام        ؛4آزمايش  

بـر ميـزان تكـوين آزمايـشگاهي جنـين          ) SOF(كشت متوالي   
)SOF E vs. SOF D و SOF E vs. SOF B :( طي اين آزمايش

 طـي فـاز اول و دوم        EDTAمتنـاقض   هـاي   بهتر اثر براي بيان   
 موجـود در مـورد      هاي و بر اساس گزارش   ) 4آزمايش  (كشت  

 در فـاز اول كـشت در   SOF E گـروه  هـاي   سرم، زيگوت آثار
 كشت داده شدند و ميزان تكوين كلـي         EDTAحضور سرم و    

  .شد مقايسه SOF B  وSOF D با دو گروه مقابل ها آن
  

 بيـانگر  2نتايج حاصـل در جـدول   : SOF E vs. SOF B :الف
 SOF Eآن است كه اگرچه ميزان تـسهيم اوليـه جنينـي گـروه     

 6/65 (SOF Bتـر از گـروه     نسبي پـايين طور به)  درصد5/56(
 SOF Eرولا در گـروه  م ولي ميزان تكوين جنين است) درصد

 در مقابل 7/53 (است SOF Bداري بالاتر از گروه   معنيطور به
آن اسـت كـه     قابـل توجـه     با اين وجـود نكتـه       ).  درصد 3/21

، ميزان بلاستوسيست روز هفتم و هشتم       3مجدداً مشابه آزمون    
   و ســرم EDTA كــشت داده شــده در حــضور هــاي  زيگــوت
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)SOF E (تـر از گـروه    داري پـايين   كاملاً معنـي طور بهSOF B 
 0/17 و 7/24در مقابــل  درصــد 3/10، 6/6ترتيــب  بــه (اســت
  ). درصد

  
 و SOF Eتنهـا تفـاوت دو گـروه    : SOF E vs. SOF D: ب

SOF D حضور سرم در فاز اول كشت در گروه SOF E است 
 در  EDTA شـاهد حـضور      ،صورت هر دو گروه    و در غير اين   

نتايج حاصل از تكوين جنين     . استفاز اول كشت زيگوت ها      
اسـت كـه صـرف نظـر از     نشانگر آن  ) 2جدول  (اين دو گروه    

دار ميزان تسهيم و روند پيشرفت اين دو          غير معني  هاي    اوتفت
 و از الگوي مشابهي تبعيت مي       استگروه بسيار نزديك به هم      

رسـد كـه حـضور       نظر مـي    به 2به نتايج جدول     توجهبا  . نمايد
 بـر  EDTAمنفـي   آثـار  نتوانسته اسـت  SOF Eسرم در گروه 

  .فته را كاهش دهدتكوين جنيني در مراحل پيشر
  

هـاي مختلـف     ها در گـروه    مقايسه تكوين جنين   ؛5آزمايش  
 مـشاهده  2گونـه كـه در نتـايج جـدول      همـان : SOFآزمايشي  

هاي مختلف   گروه و توليد جنين مرولا در     شود ميزان تسهيم   مي
SOF       بـا ايـن    . دار بود   نزديك به همديگر و فاقد اختلاف معني

ــوجــود در ــزان تولي د بلاستوسيــست روز هفــتم و هــشتم  مي
شود   ديده ميSOFهاي مختلف  داري بين گروه اختلافات معني 

ت روز هفـتم و     كه بالاترين ميزان توليـد بلاستوسيـس       به طوري 
ترتيب  به (SOF C مربوط به گروه شكوفاييهشتم و نيز ميزان 

داري بـالاتر     معني طور  به كه   است)  درصد 3/83 و   0/43،  3/51
 ميـزان توليـد     همچنـين  .اسـت  SOFهـاي ديگـر      وهاز همه گر  

 كـشت داده شـده در حـضور       هـاي     بلاستوسيست در زيگـوت   
EDTA      داري   معنـي  طـور   بـه  كـه    است در كمترين مقدار خود
 SOF C و SOF A ،SOF Bهـاي آزمايـشي    گـروه تـر از   پايين
  .است

 با وجـود  SOF Cرسد كه گروه  نظر مي  به2 به جدول توجهبا 

ايين تـسهيم اوليـه، از تـوان بـسيار مناسـبي بـراي               پ  نسبتاً نرخ
 برخـوردار   شـكوفايي  آزمايشگاهي تا مرحله     هاي    تكوين جنين 

 گاو كشت داده شده     هاي     الگوي تكوين زيگوت   2 شكل   .باشد
 .دهـد   را در مراحل مختلـف نـشان مـي   SOFدر محيط متوالي    

  SOF C كشت گاو اين مطالعه كه در محيطهاي   جنين2 شكل
  .  مي دهد اده شده است را نشانكشت د

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 مطالعـه  SOF Cجنين هاي توسعه يافته گاو كه در محيط كشت : 2شكل 
 .) ميكرومتر200: بار ( اخير كشت داده شده اند

  
  بحث 

ــوژي) IVP(توليــد آزمايــشگاهي جنــين   هــاي  يكــي از تكنول
 افزايش سرعت بهبود صفات ژنتيكي دام و نيـز           براي ارزشمند

در  .]3[ شناسـي اسـت     تحقيقاتي مهم در دانش جنين      ابزار يك
 در سرتاسر دنيا    يشناسي بسيار   هاي جنين     اين راستا آزمايشگاه  

. كننـد  مي در زمينه توليد آزمايشگاهي جنين پستانداران فعاليت      
ها در گذشته نه چندان دور از        اگرچه بسياري از اين آزمايشگاه    

توليد جنـين   براي كشتي هم تجاري همراه با سيستم      هاي    محيط
با توجه به معايب و مشكلات متعدد ايـن         ، اما   اند    استفاده كرده 

 كشت متـوالي  هاي     در حال حاضر از سيستم      كشت هاي    سيستم
ــا فرمــول معــين اســتفاده مــي نماينــد  اگرچــه اغلــب ايــن . ب

 كشت بر اسـاس آنـاليز شـيميايي تركيـب طبيعـي             هاي    سيستم
هـايي بعـضاً     است ولـي تفـاوت    محيط اويداكت طراحي شده     

200µm 
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مختلف اين محيط ها وجود      ياجزافراوان در تركيب و درصد      
 IVP روزافـزون تكنولـوژي     با توجه به گسترش   . ]8 و   3[ دارد

در كشور و نياز جدي به طراحي يـك فرمـول كامـل و بهينـه                
 بهمحيط كشت براي توليد آزمايشگاهي جنين، مطالعـه حاضـر         

تلف مطـرح در محـيط كـشت        بررسي اثر حضور تركيبات مخ    
  . گاو پرداختهاي   بر تكوين جنينSOFمتوالي 

 گـاو كـه     هـاي     بيانگر آن است كه اووسيت     حاضر نتايج مطالعه 
 نه تنها قادرند در     اند    شگاهي بالغ شده و لقاح يافته      آزماي طور  به

 مناسـبي مراحـل مختلـف       طـور   بـه ) SOF(يك محيط متـوالي     
را  شـكوفايي لاستوسيست و   را تا مرحله ب   تكوين آزمايشگاهي   

ــا انجــام اصــلاحات مناســب برخــي از    ــد بلكــه ب طــي نماين
 مورد بررسي در اين مطالعه قادرند كـه تـوان       SOF هاي    فرمول

در  چشمگيري   طور  به گاو را    هاي    تكوين آزمايشگاهي زيگوت  
هـر چنـد    . ]18[  افـزايش دهنـد    حد بالاترين گزارش موجود،   

 هـر گـروه نيازمنـد       هـاي     نمقايسه دقيق كيفيت و كفايت جنـي      
ها  آميزي تفريقي بلاستوسيست   هاي بيشتر از جمله رنگ     بررسي

ــزان تكــوين بعــد   ــسه مي ــز مقاي ــاز و ني ــهانتق گزينــي  ال و لان
  .شود كه لازم است در مطالعات بعدي بررسي ستها جنين

از آنجا كه در مطالعه اخير عـلاوه بـر بررسـي كفايـت محـيط                
تلـف فرمـولي ايـن      صـلاحات مخ   به بررسي اثر ا    SOFمتوالي  

 نتــايج تكــوين جنينــي حاصــل از ايــن محــيط پرداختــه شــد،
  .استعمل آمده از چند نظر قابل بررسي  هاصلاحات ب

  
  اثر حضور گلوكز در محيط كشت  -1

 هـاي      محـيط  هـاي  بخشترين   ، يكي از مهم    مناسب منبع انرژي 
 ترين نوع  ترين و اصلي    معمول در اين ميان گلوكز   . استكشت  

بـا  . ]15و  14[ اسـت  زنـده    هاي  سلولزاي مصرفي    منبع انرژي 
 آن است كه حـضور گلـوكز        نشانگراين وجود شواهد موجود     

توانـد   گزينـي مـي    لانـه از  طي مراحل اوليه تكوين جنيني قبـل        
 حضور گلـوكز در  ، مثالطور به.  نامناسب شود ارثي آ باعث القا 

 و)  سلولي  دو مرحله(يان ژنوم جنيني در موش       ب  از مرحله قبل 
 منجر به ايـست     ) سلولي تا مرحله مرولا    8-16 مرحله( گاو   در

ف از جملـه تكـوين نامناسـب     به دلايـل مختل ـ   تكويني جنيني   
 هـاي     شي از متابوليت  مهار فسفوريلاسيون اكسيداتيو نا   (جنيني  

به همين دليل اعتقـاد كلـي بـر آن          . ]14[ شود  مي) گليكوليتيك
تـري   زاي مهـم     انـرژي  هاي    ي افزودن و پيروات لاكتات  است كه   

طي اين مرحله حساس تكوين جنيني تا مرحلـه بيـان ژنـومي             
براساس مقالات موجـود    از آنجا كه    بنابراين  . ]14-17[ هستند

ــين  ــوكز در جن ــز هــاي  جــذب ســلولي گل ــشگاهي و ني  آزماي
مـرولا افـزايش    تنها در مرحله گاو) in vivo( طبيعي هاي  جنين
  يـن مطالعـه نيـز گلـوكز بـا غلظـت            طـي ا  ،  ]18 و 15 [يابد مي
 .داضـافه ش ـ   كشت جنيني به بعـد       4مول تنها از روز       ميلي 5/1

 در SOF B و SOF Aمقايسه نتايج تكـوين جنينـي دو گـروه    
 نيز بيانگر آن است كه با افزودن گلوكز بـه دوره دوم             2جدول  

 شـكوفايي  تـا زمـان      اه كشت متوالي جنيني توان تكوين جنين     
 مثبت حضورگلوكز    آثار ايش يافته كه ناشي از     نسبي افز  طور  به

كـه گلـوكز در مرحلـه دوم سـاير          شـد   اين امـر منجـر      . است
  .داضافه شوهاي آزمايشي متوالي  گروه

  
   اثر افزودن سرم به محيط كشت-2

 محيط كشت متـوالي و     هاي    يكي از بحث برانگيزترين افزودني    
ر حـال   كه د  يطور  به ،است) FCS( سرم جنين گاو     ،نيز تجاري 

ر افزودن سـرم    اثآ مقاله مختلف به بررسي      200حاضر بيش از    
. ]18-21 [انـد      پـستانداران پرداختـه    هاي    به محيط كشت جنين   

برخــي از ايــن مطالعــات بــر ايــن عقيــده هــستند كــه ســرم  
 تواندطي تكوين آزمايشگاهي رويـان گـاو، گوسـفند و بـز            مي

كـه طـي     يرطـو   بـه  القا نمايـد     را) biphasic(اثرهاي دو فازي    
 هـاي توانـد اثر     حـضور سـرم مـي      ،مراحل اوليه تكوين جنيني   

 هـاي گزينـي اثر   لانـه از مهاري و طي مراحل نهايي تكوين قبل     
 ايـن   بـا وجـود   . ]19 و 17[ نمايـد تحريكي بر رشد جنين القـا       
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كـسب  بـراي    بر اين عقيده هستند كـه        قينقموضوع اغلب مح  
ز بـه حـضور   بالاترين در صد تكوين آزمايـشگاهي جنـين نيـا        

كه ميزان تكوين    يطور  به استبا منشا جنيني يا بالغ      منابع سرم   
آزمايشگاهي جنين در عدم حضور سرم به ميـزان چـشمگيري           

 مجمــوع .]18-20[ اســتتــر از شــرايط حــضور ســرم   پــايين
ــزار ــده هــستند كــه     هــاي شگ  راثــآ موجــود بــر آن عقي
مختلفـي   وجود مواد    العاده سرم مربوط به      فوق كنندگي  تحريك

ورهـاي رشـد،    آلبـومين، فاكت  مانند  از جمله منابع پروتئيني بالا      
 مـواد سـمي و نيـز حـضور          هاي    كنندههاي گوناگون، مهار   يون

 هنـوز   بـا ايـن وجـود     . ]17 و 8[استيدي   استروئ هاي    هورمون
. ]8[ نشده است شناخته  درستي   مكانيسم دقيق عملكرد سرم به    

 SOF B و SOF Cروه مقايسه نتايج تكوين آزمايشگاهي دو گ
در تحقيق حاضر به روشـني بيـانگر آن اسـت كـه بـا وجـود                 

 هر دو   هاي     جنين رم طي فاز دوم كشت آزمايشگاهي     حضور س 
 هـاي     جنـين  در    ساعت اول كـشت    72گروه، حضور سرم طي     

 ايـن  هاي  ه توان تكوين جنيناست كشده  منجر SOF Cگروه 
هشتم ،  )درصد 3/51(گروه طي توليد بلاستوسيست روز هفتم       

 طـور  بـه )  درصـد 8/83( جنـين    شكوفاييو نيز   )  درصد 0/43(
 و 0/17، 7/24ترتيـب   بـه  (SOF Bچشمگيري بالاتر از گـروه  

 Vero-TCM آزمايـشي از جملـه       هاي    و نيزگروه )  درصد 2/48
 يك نكتـه حـائز      .باشد)  درصد 4/42 و   6/20،  6/15ترتيب   به(

رم در فاز اول     آن است كه حضور س     2اهميت در نتايج جدول     
 منجر به يك كاهش اوليه نـسبي  SOF C گروه هاي  رشد جنين

در مقايسه  ) درصد 1/46( اين گروه    هاي    در ميزان تسهيم جنين   
رسـد كـه ايـن       نظر مي  به. تده اس شها    ساير گروه  هاي    با جنين 

 نيز  ]18-21[ محققين ساير   هاي    كاهش اوليه تسهيم كه با يافته     
با اين وجود   . استر مهاري اوليه سرم     اثآناشي از   دارد،   تطابق

 اوليه باعـث كـاهش ميـزان تـسهيم          طور  بهاگرچه حضور سرم    
 گـروه   هـاي     ده است ولي ميزان تكوين بعـدي جنـين        شجنيني  

SOF C اســتهــا  ي بــالاتر از ســاير گــروه انفجــارطــور بــه ،

كه ميزان توليـد   در حاليكه در روز هفتم كشت جنيني  يطور  به
  تـا SOF A, B, D, E 6/6هـاي آزمايـشي   وهبلاستوسيست گـر 

 SOF C، 3/51 ميزان توليـد بلاستوسيـست گـروه    ،است 7/24
داري بـالاتر از همـه        كاملاً معني  طور  به كه نه تنها     است درصد
 بلكـه حتـي بـالاتر از بـسياري از           اسـت هـاي آزمايـشي      گروه

 .استهاي موجود در زمينه تكوين آزمايشگاهي جنين         گزارش
شانگر كفايت بالاي محيط كشت سـاختگي مـورد          ن مطلباين  

كــه نيازهــاي كلــي و جزئــي اســت اســتفاده در ايــن مطالعــه 
  .استده كر  را تأمين گاوهاي  جنين

 محـيط كـشت     هاي    اگرچه سرم جنين گاو جزء اولين افزودني      
 پيوسته و با افزايش درك و تجربه    طور  بهجنين بوده است ولي     

ب متعددي در زمينه اسـتفاده      ل و معاي  يشناسي مسا   دانش جنين 
از جملـه ايـن     . ه اسـت  شـد از سرم در محيط كشت مشخص       

 تعـويض منبـع     دليل هاشكالات، عدم يكنواختي شرايط كشت ب     
 هاي     كشتارگاهي مختلف، كارخانه   هاي    سرم تهيه شده از جنين    

 همه  نظر  كه به  يطور  به. استمختلف و نيز كشورهاي مختلف      
محيط كشت، محيط كشت از حالت    محققين با افزودن سرم به      

ــشخص   ــاملاً مـ ــشخص  ) Defined(كـ ــت غيرمـ ــه حالـ بـ
)Undefined (با توجه به احتمال    بنابراين  . ]20 و 19 [آيد درمي

نظر  در سرم، به  ها آن مختلف   آثارحضور مواد بسيار گوناگون و      
هـاي دقيـق در زمينـه اثـر افزودنـي            رسد كه امكان بررسـي     مي

. درستي وجود نخواهد داشـت     هخاص بر نحوه تكوين جنين ب     
هـاي پيچيـده از جملـه       از سوي ديگر احتمال وجـود آلـودگي       

دليـل ابـتلاي     ها به   شانس انتقال آلودگي    هاي ويروسي،  آلودگي
 متولـد شـده از      هـاي      گوساله درنتيجه آزمايشگاهي و  هاي    جنين
امـروزه كوشـش    بنـابراين   . ]20[  را ايجـاد خواهـد كـرد       ها  آن

 يا حذف مقادير سرم محيط كشت و نيـز           كاهش برايبسياري  
 Synthetic)استفاده از مـواد جـايگزين از جملـه آلبـومين يـا      

Serum Replacer) SSR  كدام  از آنجا كه هيچ. ]21[ استشده
 به درستي جـايگزين مناسـب   اند     فعلي نتوانسته  هاي    از افزودني 
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 يك مـاده مناسـب      ارايه برايسرم باشد، انجام مطالعات بيشتر      
  .رسد نظر مي ايگزين سرم ضروري بهج
  
   EDTAاثر  -3

 كـشت    فرمـول   در EDTAاسـتفاده از     ها درباره  گزارشاولين  
دليـل اسـتفاده از      و   اسـت  مربوط به جنين موش      آزمايشگاهي

 )شـلاتوري (  برداشـت از محـيط     فعاليتاين ماده آن است كه      
EDTA د وسازي و حذف مواد سمي موج تواند باعث خنثي   مي

-يا مـواد مهـاري    ) هاي سنگين  از جمله يون  ( كشت   در محيط 
هاي   آزاد، يون  هاي  لراديكا(ها   سمي حاصل از متابوليسم جنين    

با . شود) سنگين حاصل از كاتابوليسم و آنابوليسم مواد غذايي       
 مـوش رشـد     هـاي     افزودن اين مواد بـه محـيط كـشت جنـين          

 هـاي     اي در قابليت عبـور از ايـست تكـاملي در جنـين             فزاينده
از آن پس اگرچـه افـزودن       . ]22 [آزمايشگاهي موش ديده شد   

EDTA       انجـام  صـورت معمـول     به محـيط كـشت تجـاري بـه
 متعـدد و اغلـب ضـد ونقـيض در           هـاي   ، ولي گزارش  شود مي

 هـاي      گونه هاي     در محيط كشت جنين    EDTAرابطه با افزودن    
  نتـايج حاصــل در  . ده اســتش ـ ارايـه مختلـف از جملـه گــاو   

 در فاز اول    EDTAر آن است كه اگرچه حضور        بيانگ 2جدول  
و چـه در  ) SOF C( گاو، چه در حضور سرم هاي  كشت جنين

تـا  (سهيمات اوليه جنينـي  ميزان ت) SOF D(عدم حضور سرم 
را در حد قابل قبولي حمايت كرده اسـت ولـي           ) رولامرحله م 

ميـزان  ها در مرحله بلاستوسيـست و نيـز     ميزان پيشرفت جنين  
تـر از همـه      ميزان بسيار چشمگيري پـايين     ها به  ن جني شكوفايي

هـاي   نـشانگر اثر   مطلـب ايـن    .استهاي آزمايشي ديگر     گروه
 كه  است در فاز اوليه رشد جنيني       EDTAبالقوه مهاري حضور    
تر رشد جنيني و در واقع در مرحلـه بيـان            طي مراحل پيشرفته  

 ـ   .  مهاري خود را ابراز كرده است      آثارژنوم جنيني    ا در تطـابق ب
نتايج اخير، قابل ذكر اسـت كـه گروهـي از محققـين بـر ايـن                 

 در فاز اوليه رشد جنيني نه تنها قادر         EDTAحضور  باورند كه   
به تسريع روند تكوين جنيني نيست بلكـه حـضور آن در فـاز              

ها منجر به مهار فعاليـت گليكوليتيـك تكـوين           دوم رشد جنين  
 دژنراسـيون   جنين وكاهش توان توليد انرژي جنيني و درنتيجه       

  ].22[نهايي جنين خواهد شد 
 يك فرمول ساده،   ارايهدستاورد مطالعه اخير،    در واقع مهمترين    

ارزان و قابل ساخت در هر آزمايشگاه براي توسعه رويان گاو           
 هـاي     تواند با كفايت نهايي بسيار بـالاتر از محـيط           كه مي  است

 هـاي     تمتجاري گران قيمت وارداتي كه نياز به استفاده از سيـس          
نتـايج  .  عمل كنـد   ،ارددگير كشت سلولي ورو      پرهزينه و وقت  

 ـ حاصل از مطالعه اخير به ع      ين بررسـي در نـوع خـود        نوان اول
 SOF فرمول ترين فرمول محيط باز،   مناسب كه استبيانگر آن

C ميلي مول گلوكز طـي فـاز دوم         5/1 كه حاوي غلظت     است 
 كـشت سـرم در كـل دوره        درصـد    10ل  كشت و حضور كام ـ   

آثـار  مـرتبط بـا     مـسايل   با اين وجود با توجه بـه تمـام          . است
نامــساعد احتمــالي ســرم بــر رشــد و تكــوين جنينــي، انجــام 

امكان حذف سرم و نيـز بررسـي         بررسي   برايمطالعات بيشتر   
مجدد امكان افزودن ساير فاكتورهـا در محـيط كـشت لازم و             

  .رسد نظر مي ضروري به
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